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【要旨】骨芽細胞様細胞株（MC3T3－El）に対し、低出力超音波刺激（LIPUS）を至適条件にて照射し、同細
胞より産生されるインターロイキン6（IL－6）および血管内皮細胞成長因子（VEGF）の変動を指標として、
骨代謝過程におけるLIPUSの影響について検討した。　IL－6活性、　VEGF活性ともに、非照射群では細胞内
および上清中ともに経時的変化は認めなかった。しかし、照射群では、IL－6活性、　VEGF活性の両者とも非
照射群と比較し、増加傾向を示し、有意差を認めた。また、RT－PCRにおいても照射群でIL－6、　VEGFの
mRNAの発現が非照射群と比較し、強く認められた。これは同刺激が骨吸収能を促進させるばかりでなく、
血管新生をも促すことを意味する。LIPUSは細胞を刺激し、照射後、早期より骨形成能、骨吸収能、さらに
は血管新生も充進させ、様々なケミカルメディエイターを誘導させることで骨のリモデリングを活性化さ
せ、その結果、骨形成に促進的に作用するものと考えられた。
はじめに
　電気刺激や超音波刺激による骨折の治癒促進効果
について、多種多様な研究が行われている。低出力超
音波刺激（Low　Intensity　Pulsed　Ultrasound；LIPUS）
の骨折治療への応用は1983年のXavierとDuarte1）
が、偽関節症例に対し、超音波刺激を加え、骨癒合が
得られたとする報告を嗜矢とする。さらに、同年、
Duarte2）は、ウサギ腓骨骨折の治癒および大腿骨骨欠
損部の修復におけるLIPUSの有用性を報告してい
る。また、Wang　S－Jら3）は、ラット大腿骨骨折モデル
にLIPUSを照射し、力学的評価にて治癒促進効果が
あることを示した。本邦では、1988年より臨床の場で
主に長管骨の遷延治癒骨折や偽関節を対象に超音波
刺激が応用されているが、その作用機序については不
明な点が多い。現在までに様々な基礎的研究が繰り返
され、近年、超音波による骨折治癒過程促進の機序は
細胞レベルにおける機械的刺激によるものであると
の報告4）もなされているが、その詳細については未だ、
解明されていない。
　われわれは、これまでに、骨芽細胞様細胞株
（MC3T3－E1）に対し、様々な設定条件下でLIPUSを
与え、細胞の増殖能、分化能を調べることにより、低
出力超音波刺激の至適条件を確立し、一定の刺激条件
下にては、その増殖、分化が促進されることを報告し
た5）。今回、同至適条件のLIPUSを骨芽細胞様細胞に
照射し、骨代謝過程におけるインターロイキン6（IL－
6）ならびに血管内皮細胞成長因子（VEGF）に注目
し、これらを指標として骨代謝過程におけるLIPUS
の影響について検討した。
研究材料および方法
1．細胞培養
　骨芽細胞様細胞株（MC3T3－El）〈RIKIEN　Cell
Bank，　Japan＞を使用し、10％　fetal　bovine　serum
（FBS）＜SIGMA，　St．　Louis，　MO，　USA＞入り、　penicil一
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Fig．1　Low　intensity　pulsed　ultrasound　（Rion　Co．）
鈷一・・　　　　　　　　　　　：
Fig．2　Cells　were　stimulated　by　LIPUS　exposure　from　the
　　　bottom　of　a　6－well　plate　for　20　minutes．
lin／streptomycin　〈GIBCO－BRL，　Grand　lsland，　NY，
USA＞添加のα一modified　essential　medium培地（α一
MEM）＜GIBCO－BRL，　Grand　Island，　NY，　USA＞にて
37℃、5％CO2下に継代培養を行ない、　passage　8～10
のものを実験に使用した。
2．低出力超音波刺激装置
　低出力超音波刺激装置（Fig．1）〈RloN，　Tokyo，
Japan＞を周波数1．5　MHz、出力40　mW／cm2、繰り返し
周期1．OKHz，バースト幅200μsの至適条件にて6
wellプレートの底面より照射した（Fig．2）。
3．実，en　1：細胞上清中の皿，一6およびVEG：Fの測定
　6wellプレート＜IWAKI，　Chiba，　Japan＞上にlwell
あたり1×106の細胞を播種し、48時間培養後、lmlの
無血清培地にて、さらに24時間培養した後、低出力超
音波刺激装置を至適条件下、20分間照射した。その後、
経時的に各wellの上清を分離し、5分間遠心分離＜
8，㎜rpm＞をかけ、採取した。　Mouse　IL－6　ELISA
Kit＜R＆Dsystem，　Minneapolis，　MN，　USA＞ならび
にMouse　VEGF　ELISA　Kit〈R＆D　system，　Min－
neapolis，　MN，　USA＞を使用し、検体を希釈液ととも
に各wellに50　ulずつ入れ、よく撹拝したのち、常温
で2時間’インキュベートした。Buffer液で5回洗浄し、
IL－6　conjugateまたはVEGF　conjugateを各wellに
100　Pt　1加え、さらに常温で2時間インキュベートし
た。再度Buffer液で5回洗浄後、過酸化水素、テトラ
メチルベンジジン混合試薬を100μ1ずつ加え、常温で
暗視下、30分間インキュベートし、酵素活性を450nm
の吸光度にて測定し、検量線から細胞上清中のIL－6お
よびVEGFの量を算出した（Fig．3）。
　測定は、LIPUS照射直後から3時間までの問は30
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　　Fig．3　Measurements　of　IL－6　and　VEGF　in　cell　supernatant．
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分ごとに行ない、以後は6時間後、12時間後、24時間
後、48時間後で測定し、非照射群に対しても同様の操
作を施行、各々を比較した。統計処理にはStudent’s・t
testを用い、危険率5％以下を有意差ありとした。
4）実験2：細胞内のIL－6およびVEGFの測定
　実験1と同様に細胞を播種し、培養後、同刺激を
行った。その後、バナジウム酸ナトリウム（Na，VO、）、
フェニルメチルスルフォニィルフルオライド
（PMSF）、ロイペプチン（leupeptin）、塩化ナトリウム
（NaCl）、塩酸トリス（Tris－HCI）、1％トライトンX
（Triton－X）混合のTriton　lysis　bufferをlml滴下し、
氷の中で30分間反応させて細胞膜を破砕し、その上
清を分離し、30分間遠心分離＜8，㎜rpm＞をかけ、前
述のELISA　Kitにて細胞内のIL－6およびVEGFを
測定した（Fig．4）。
　測定は、実、験1と同様にLIPUS照射直後から3時
間までの問は30分ごとに行ない、以後は6時間後、12
時間後、24時間後、48時間後で測定し、非照射群に対
しても同様の操作を施行、各々を比較した。また、統
計処理には実験1の場合と同様にStudent’s　t　testを用
いた。
5）実験：31：L－6およびVEGFのmRNA測定
　実験1と同様に細胞を播種し、培養後、同刺激を
行った。その後、lwellあたり、0．5mlのTRI－zol
＜GIBCO－BRL，　Grand　Island，　NY，　USA＞を滴下し、
cell　scraper＜IWAKI，　Chiba，　Japan＞用いてRNA
を抽出した。さらに0．lmlのクロロホルム（Chloro－
form）　〈KANTO　CHEMICAL　CO．　Tokyo，　Japan＞
を加え、遠心分離15，㎜rpmで15分間、　O．25　mlのイ
ソプロピルアルコール（lsopropyl－alcoho1）
＜KANTO　CHEMICAL　CO，　Tokyo，　Japan＞を加え、
遠心分離12，000rpmで10分間、0．5　mlの75％エタ
ノール（Ethanol）〈KANTO　CHEMICAL　CO．
Tokyo，　Japan＞を加え、遠心分離8，㎜rpmで5分間
の操作を順次行い、2．0μgのtotal　RNAを抽出した。
total　RNAをreverse　trancecriptaseを用いてcDNAを
合成し、RT－PCRを施行した。　RT－PCRにおいてIL－6
プライマーはF：5！一ATCTT　GAGGC　AACGA
ACTAT　GA－3t，　R：　5t一　AGTAT　CGGGT　GACAC
AGTTG－3ノ、　VEGFプライマーはF：5’一AGCAT
CCCTA　TTGAT　GTGAC　CTTG3i，　R：　5i－AGTTC
CTTGA　AAGAA　AACGG　TTCTC－3tをそれぞれ4
μ1ずつ用いた。IL－6は、熱変性95℃で10min、アニー
リング95℃で45sec、63℃で40　sec、72℃で45　secを
23cycle、伸長反応72℃で5minの条件で、　VEGFは
熱変性95℃で10min、アニーリング95℃で40　sec、
63℃で40sec、72．　Cで45　secを23　cycle、伸長反応72．
Cで51ninの条件で、各々のmRNA発現を経時的に
観察した。ともに23cycleでは直線的増加部に位置し
ていた。尚、細胞内標準遺伝子としてG3PDHにて補
正した。G3PDHプライマーはF：5／一TGACA
GTGGG　TATCA　ATTGGA　TTTGG　A－3t，　R：5L
CTTTA　GGGTC　TTTGC　CACT－3’を用いた。
　測定はLIPUS照射直後、1時間後、3時間後、6時
間後、12時間後、24時間後、48時間後で行い、非照射
群に対しても同様の操作を施行、各々を比較した。
結 果
1．細胞上清中ならびに細胞内の1：L－6活性量の測定
　非照射群は細胞内および上清中の両者とも20～30
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　　　　Fig．4　Measurements　of　intracellular　IL－6　and　VEGF
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pg／ml程度が常時、放出されており、明らかな経時的
変化は認めなかった。これに対し、照射群において上
清中では照射1時間後にピーク値69．9±1．69pg／mlに
急上昇し、照射後3時間では2LO±1．47　pg／mIまで低
下した。その後、再び、徐々に増加し、照射24時間後
に71．4±1．39pg／mlまで上昇し、二峰性の変化をとっ
た。また、細胞内では照射後1時間で10．5±2．06pg／ml
まで低下し、その後、増加傾向を示し、照射後18時間
でピーク値79．75±2．06pg／mlを呈し、非照射群と比較
し、明らかに有意差（P＜o．Ol）を認めた（Fig．5）。
2．細胞上清中ならびに細胞内のVEGF活性量の測
　定
　非照射群は細胞内および上清中の両者とも10～20
pg／ml程度が常時、放出されており、IL－6の場合と同
様に明らかな経時的変化は認めなかった。しかし、照
射群において上清中では照射後3時間より、細胞内で
は照射後1時間半より徐々に増加し、上清中では照射
後48時間で41．91±2．30pg／ml、細胞内では照射後42
時間で40．81±2．20pg／mlとピークに達し、非照射群と
比較し、明らかに有意差（P＜o．Ol）を認めた（Fig．　6）。
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Fig．　5　The　LIPUS　exposed　group　showed　two　peaks，　showing　significant　differences　compared　with　the　unexposed　group．
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Fig．　6　ln　the　exposed　group，　VEGF　activity　in　the　supernatant　and　cells　started　to　increase　graduaally，　showing　significant
　　　differences　compared　with　the　unexposed　group．
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3．IL－6およびVEGFのmRNA測定
　RT－PCRにおいてIL－6では368　bp、　VEGFでは
427bpにmRNAの発現を認めた。　G3PDHのmRNA
発現量は23cycleで均一なバンド強度を示した。照射
群では、両者とも照射直後より、mRNAの発現が非照
射群と比較し、明らかに強く、認められた（Fig．7）。
考 察
　超音波は従来、診断領域あるいは理学療法の領域で
頻用されてきた。1983年にXavierやDuarteら1）・2）に
よって低出力の超音波が臨床的に骨折治癒過程を促
進し、さらに偽関節にも有効であると報告されてか
ら、まず欧米を中心に骨折治癒期間を短縮するという
報告が、相次いでなされた6）一12）。わが国でも1998年よ
り難治性骨折に対する超音波の適応が認められ、長管
骨偽関節を中心に臨床的に用いられ始めた。現在、
様々な施設で臨床応用されているが、未だ、詳細な作
用機序は解明されていない。
　当教室の藤江ら13）はラット大腿骨骨折モデルを作
成し、LIPUSを照射し、骨折部のBMDの測定、並び
に免疫染色を行ない、b－FGF、　BMP－4、　osteocalcinの
発現の増加が見られ、骨折治癒過程に促進的に作用し
ていることを報告している。また、森下ら5）は骨芽細
胞様細胞にLIPUSを照射し、基質蛋白や成長因子、
DNAの合成能の増加を認め、これが細胞の分化、増殖
を促し、結果的にLIPUSが骨形成に促進的に作用し
ていることを報告している。
　さらに今回の研究の結果から、LIPUS刺激により
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Fig．7　ln　the　exposed　group，　both　IL－6　and　VEGF　m－RNA　were　more　markedly　expressed　than　in　the　unexposed　group
　　　starting　immediately　after　exposure．
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Fig．8　LIKUS　has　stimulated　the　acceleration　of　bone　formation，　bone　resorption　and　hyper　vasucularity　from　an　early
　　　stage．　Bone　remodeling　was　revitalized，　inducing　various　chemical　mediator．
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IL－6の活性は二峰性に上昇することがわかった。
Akinbiら14）は、マウス細胞を用い、　NCSで刺激した
ことでLysozimeが放出されたことを報告しており、
これは、細胞周期に伴い、放出された結果であると述
べている。Akinbiら14）の報告と同様に、LIPus刺激に
より、まず細胞内に存在したIL－6が放出されたのち、
細胞内で細胞周期に伴い、再度IL－6が放出されたもの
と考察された。また、同刺激により、細胞内でVEGF
産生能も高まり、その放出がなされたものと考えられ
た。さらに、照射群でmRNAの発現が強く、認められ
たことから、LIPUS刺激がIL－6ならびにVEGFの産
生能を高めたといえる（Fig．8）。
　骨は、絶えず代謝回転を続けている。既存骨の一部
は破骨細胞により吸収され、一方では骨芽細胞により
新生骨が形成され、つまり、骨のリモデリングにより、
骨の形態と強度を維持され、さらには血清カルシウム
濃度を調節されていると言われている15）。これによ
り、骨芽細胞系細胞と破骨細胞系細胞は規則的な連携
を保って機能していると考えられている。この二つの
細胞間には様々なサイトカインの関与が明らかに
なってきている。その中でも骨吸収過程においては、
炎症性サイトカインと称されているTNF一α、　IL－1、
IL－6などの関与が報告されている。山本ら16）は
MC3T3－El細胞を用いた研究においてTNF一αがcox－
2を著明に誘導し、骨吸収に促進的に作用しているこ
とを報告している。また、Satoら17）はマウスの骨髄細
胞培養系においてIL－1βによる破骨細胞形成に内因
性のプロスタグランジン（PG）が関与することを明
らかにした。さらに、IL－6もまた、骨吸収促進因子と
して働くことが報告されている18）。さらに、血管新生
を制御する分子のなかでも中心的役割を果たしてい
る血管内皮細胞成長因子（VEGF）は軟骨に侵入する
血管の増殖・遊走を伴った血管新生を誘導することが
報告されている19）。Gerberら20）は幼弱マウスにおい
て、VEGFの機能を低下させることで、血管系の制御
によると考えられる発育不全が認められるとともに、
破骨細胞系への作用を阻害したためと考えられる、破
軟骨細胞の形成不全による骨リモデリングの不全が
生じると述べている。このことから、VEGFは血管系
の作用を調節する因子であるとともに、軟骨内骨化の
過程のなかで、重要な役割を担っていることが示唆さ
れる。
　本研究においてLIPUS刺激によるメカニカルスト
レスは骨吸収因子である1レ6ならびに血管内皮細胞
成長因子であるVEGFを骨芽細胞様細胞より放出さ
せていた。この様に、LIPUS刺激はサイトカインを増
加させ、骨吸収さらには血管新生をも促し、前述した
骨芽細胞の活性化とあいまって、結果的に骨のリモデ
リングを活性化させ、骨形成に対し、促進的に作用し
ているのではないかと考えられた。
　本研究の結果が、臨床におけるLIPUSのメカニズ
ム解明の一助となり、今後、臨床により近い状況での
骨代謝過程のさらなる解明に期待が寄せられるとこ
ろである。
結 論
　骨芽細胞様細胞株（MC3T3－El）に対し、低出力超
音波刺激を至適条件に照射し、骨代謝過程における
IL－6およびVEGFの関与につき、検討した。
　1）LIPUS刺激によりIL－6の活性は二峰性に上昇
した。また、VEGFは時間経過に伴い、上昇傾向を示
した。
　2）LIPUSは細胞を刺激し、照射後、早期より骨形
成能、骨吸収能、さらには血管新生も：充進させ、様々
なケミカルメディエイターを誘導させることで骨の
リモデリングを活性化させ、その結果、骨形成に促進
的に作用するものと考えた。
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しow　intensity　pulsed　ultrasound　for　bone　formation
　　　　　　　　　　　　　　　in　an　osteoblast－like　cell　line
Takeshi　SORIMACHI，　Kengo　YAMAMOTO，　Toshinori　MASAOKA，
Naoki　MIYAGAWA，　Kyoshuke　MORISHITA　and　Dai　KIMURA
Department　of　Orthopaedic　Surgery　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　An　osteoblast－like　cell　line（MC3T3－El）was　exposed　to　low－intensity　pulsed　ultrasound（LIPUS）under　optimal
conditions，　and　interleukin　6　（IL－6）　and　vascular　endothelial　cell　growth　factor　（VEGF）　produced　by　the　cell　line　were
determined　in　order　to　evaluate　the　effects　of　LIPUS　on　bone　metabolism．　Both　IL－6　and　VEGF　activity　in　the　cell　and
supernatant　remained　unchanged　over　time　in　the　unexposed　group，　while　in　the　exposed　group，　both　IL－6　and　VEGF　activity
showed　a　tendency　to　increase　compared　with　the　unexposed　group，　and　the　differences　were　statistically　significant．　ln
addition，　RT－PCR　showed　more　marked　expression　of　mRNA　in　the　exposed　group　than　in　the　non－exposed　group．　These
findings　suggest　that　LIPUS　exposure　stimulates　not　only　bone　resorption　but　also　vascularization．　LIPUS　is　thought　to
stimulate　cells　and　to　accelerate　bone　formation，　bone　resorption，　and　vascularization　from　an　early　stage　after　starting　exposure
by　inducing　various　chemical　mediators　activating　bone　remodeling，　which　results　in　accelerated　bone　formation．
〈Key　words＞Osteoblast－like　cell，　Low　intensity　pulsed　ultrasound，　Bone　formation
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